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Introduc.on	  
•  Previous	  reports	  suggest	  pos<ranscrip.onal	  processes:	  
1)  Mass-­‐spectrometry	  -­‐>	  dif.	  Gene.cs	  architecture	  between	  protein	  
and	  mRNA	  levels	  
2)  Many	  eQTL	  did	  not	  correspond	  to	  a	  protein	  QTL	  
•  The	  rate	  of	  transla.on	  (a	  be<er	  predictor	  	  of	  protein	  levels	  than	  
mRNA)	  
•  In	  cis	  (physically	  linked,	  ASE)	  and	  in	  trans	  (both	  alleles)	  
•  BY,	  RM,	  and	  diploid	  hybrid	  
•  Ribosome	  footprints	  (FP)	  and	  mRNA	  levels	  
•  Diﬀerences	  in	  FPs	  between	  BY	  &	  RM	  highly	  correlated	  	  with	  those	  
in	  mRNA	  (parents	  and	  ASE	  in	  the	  hybrid)	  
•  A	  small	  #	  genes	  (strong	  transla.onal-­‐speciﬁc	  eﬀect)	  &	  hundreds	  of	  
genes	  modest	  eﬀects	  
Methods	  -­‐	  Overview	  
•  Yeast	  strains	  (the	  same	  as	  in	  Bloom	  et	  al.)	  
•  prototrophic,	  i.e.	  no	  engineered	  dele.ons	  of	  metabolic	  genes.	  
Methods	  –	  Overview	  cont.	  
•  Cycloheximide	  (much	  lower	  dosages)	  
•  Ribosome	  proﬁling	  and	  sequencing	  
1)  cells	  were	  cultured	  in	  YNB	  
2)  the	  reverse-­‐transcrip.on	  	  
3)  highly	  abundant	  rRNA	  species	  were	  hybridized	  to	  bio.nylated	  
oligos	  and	  subtracted	  
•  BWA	  align,	  SAMtools	  SNP	  calling,	  modiﬁed	  reference	  (BY)	  
•  Transla.onal	  eﬃciency	  (TE):	  the	  ra.o	  of	  FP	  abundance	  to	  mRNA	  
abundance	  
•  Sta.s.cal	  analysis:	  
1)  binomial	  tests	  (main	  text)	  




mRNA	  vs.	  footprint	  abundance	  
TE	  as	  a	  func.on	  of	  mRNA	  abundance.	  
log10-­‐transformed	  normalized	  read	  counts	  
	  
The	  red	  line	  shows	  the	  regression	  of	  
footprint	  on	  mRNA	  abundance.	  	  
The	  grey	  line	  indicates	  iden.ty.	  
The	  grey	  line	  denotes	  iden.ty	  between	  
footprint	  and	  mRNA	  levels	  (i.e.	  log10(TE)	  
=	  0).	  	  
The	  red	  line	  shows	  the	  regression	  of	  TE	  on	  
mRNA	  abundance	  
The	  transparent	  grey	  points	  are	  “veriﬁed”	  
ORFs,	  green	  points	  are	  “uncharacterized”	  
ORFs	  and	  blue	  points	  are	  “dubious”	  ORFs.	  
Shown	  are	  log10-­‐transformed	  normalized	  read	  counts	  based	  on	  the	  downsampled	  data.	  
Grey	  diagonal	  lines	  mark	  iden.ty.	  Light	  red	  points	  are	  genes	  with	  signiﬁcant	  
diﬀerences	  (Bonferroni	  corrected:	  p	  <	  9e-­‐6	  in	  parent	  data	  and	  p	  <	  1.5	  e-­‐5	  in	  hybrid	  data),	  
darker	  red	  points	  are	  signiﬁcant	  genes	  with	  a	  fold	  change	  ≥	  2.	  The	  blue	  circles	  denote	  
genes	  that	  were	  called	  signiﬁcant	  by	  DESeq	  (Benjamini-­‐Hochberg	  adjusted	  p	  <	  0.05)	  
•  54%	  &	  58%	  signiﬁcant	  
•  >90%	  less	  than	  2-­‐fold	  
•  Similar	  pa<erns	  remained	  
Shown	  are	  log2-­‐transformed	  fold	  changes.	  	  A-­‐C:	  parents	  
lines	  are	  the	  diagonal.	  	  
•  Len:	  all	  genes.	  	  
•  Middle:	  genes	  with	  a	  signiﬁcant	  mRNA	  (red),	  footprint	  (blue)	  or	  both	  mRNA	  and	  
footprint	  (purple)	  diﬀerence.	  	  
•  Right	  column:	  genes	  with	  a	  signiﬁcant	  TE	  diﬀerence.	  Red:	  genes	  with	  only	  a	  signiﬁcant	  
mRNA	  diﬀerence,	  blue:	  genes	  with	  only	  a	  signiﬁcant	  footprint	  diﬀerence,	  purple:	  genes	  
with	  both	  a	  signiﬁcant	  mRNA	  and	  footprint	  diﬀerence,	  orange:	  genes	  with	  neither	  a	  
signiﬁcant	  mRNA	  nor	  a	  signiﬁcant	  footprint	  diﬀerence.	  
•  Direc.on	  agreed	  for	  82%	  
•  DESeq	  yielded	  substan.ally	  fewer	  diﬀ.	  exp.	  genes	  
•  High	  agreement	  remained	  intact.	  

Shown	  are	  log10-­‐transformed	  normalized	  read	  counts	  based	  on	  the	  downsampled	  data.	  
Grey	  diagonal	  lines	  mark	  iden.ty.	  Light	  red	  points	  are	  genes	  with	  signiﬁcant	  
diﬀerences	  (Bonferroni	  corrected:	  p	  <	  9e-­‐6	  in	  parent	  data	  and	  p	  <	  1.5	  e-­‐5	  in	  hybrid	  data),	  
darker	  red	  points	  are	  signiﬁcant	  genes	  with	  a	  fold	  change	  ≥	  2.	  The	  blue	  circles	  denote	  
genes	  that	  were	  called	  signiﬁcant	  by	  DESeq	  (Benjamini-­‐Hochberg	  adjusted	  p	  <	  0.05)	  
•  42%	  signiﬁcant	  	  
•  Most	  TE	  diﬀ.	  were	  of	  small	  magnitude	  


Shown	  are	  log10-­‐transformed	  normalized	  read	  counts	  based	  on	  the	  downsampled	  data.	  
Grey	  diagonal	  lines	  mark	  iden.ty.	  Light	  red	  points	  are	  genes	  with	  signiﬁcant	  
diﬀerences	  (Bonferroni	  corrected:	  p	  <	  9e-­‐6	  in	  parent	  data	  and	  p	  <	  1.5	  e-­‐5	  in	  hybrid	  data),	  
darker	  red	  points	  are	  signiﬁcant	  genes	  with	  a	  fold	  change	  ≥	  2.	  The	  blue	  circles	  denote	  
genes	  that	  were	  called	  signiﬁcant	  by	  DESeq	  (Benjamini-­‐Hochberg	  adjusted	  p	  <	  0.05)	  
•  Fewer	  signiﬁcant	  ASE	  genes	  
Shown	  are	  log2-­‐transformed	  fold	  changes.	  D-­‐F:	  hybrid	  ASE	  
lines	  are	  the	  diagonal.	  	  
•  Len:	  all	  genes.	  	  
•  Middle:	  genes	  with	  a	  signiﬁcant	  mRNA	  (red),	  footprint	  (blue)	  or	  both	  mRNA	  and	  
footprint	  (purple)	  diﬀerence.	  	  
•  Right	  column:	  genes	  with	  a	  signiﬁcant	  TE	  diﬀerence.	  Red:	  genes	  with	  only	  a	  signiﬁcant	  
mRNA	  diﬀerence,	  blue:	  genes	  with	  only	  a	  signiﬁcant	  footprint	  diﬀerence,	  purple:	  genes	  
with	  both	  a	  signiﬁcant	  mRNA	  and	  footprint	  diﬀerence,	  orange:	  genes	  with	  neither	  a	  
signiﬁcant	  mRNA	  nor	  a	  signiﬁcant	  footprint	  diﬀerence.	  




A.	  Parental	  diﬀerences	  (es.mated	  based	  on	  SNP	  allele	  counts)	  on	  the	  x-­‐axes,	  and	  
hybrid	  diﬀerences	  on	  the	  y-­‐axes,	  for	  all	  genes.	  Black	  lines	  show	  the	  slope	  of	  the	  
rela.onship	  between	  hybrid	  and	  parental	  diﬀerences.	  The	  legends	  indicate	  the	  
values	  of	  these	  slopes.	  
MA:	  major	  axis	  es.mate;	  SMA:	  standardized	  major	  axis	  es.mate.	  
C.	  bootstrapped	  distribu.ons	  of	  MA	  slope	  es.mates.	  Results	  from	  
SMA	  were	  qualita.vely	  similar.	  MA:	  major	  axis	  es.mate;	  SMA:	  
standardized	  major	  axis	  es.mate.	  
B.	  as	  in	  A),	  but	  only	  for	  genes	  with	  eQTL	  in	  [29].	  	  
Red:	  genes	  with	  a	  local	  but	  no	  distant	  eQTL,	  blue:	  
genes	  with	  a	  distant	  but	  no	  local	  eQTL,	  purple:	  genes	  
with	  both	  a	  local	  and	  a	  distant	  eQTL.	  Colored	  lines	  
show	  the	  respec.ve	  regressions	  of	  hybrid	  on	  parental	  
diﬀerences.	  	  
	  
C.	  bootstrapped	  distribu.ons	  of	  MA	  slope	  es.mates.	  
Results	  from	  SMA	  were	  qualita.vely	  similar.	  MA:	  
major	  axis	  es.mate;	  SMA:	  standardized	  major	  axis	  
es.mate.	  
A.Schema.c	  representa.on	  of	  the	  possible	  rela.onships	  between	  mRNA	  diﬀerences	  and	  
footprint	  diﬀerences.	  
C.	  genes	  with	  a	  signiﬁcant	  TE	  diﬀerence.	  Red:	  genes	  with	  only	  a	  signiﬁcant	  mRNA	  diﬀerence,	  
blue:	  genes	  with	  only	  a	  signiﬁcant	  footprint	  diﬀerence,	  purple:	  genes	  with	  both	  a	  signiﬁcant	  
mRNA	  and	  footprint	  diﬀerence,	  orange:	  genes	  with	  neither	  a	  signiﬁcant	  mRNA	  nor	  a	  
signiﬁcant	  footprint	  diﬀerence.	  

B.	  Observed	  distribu.on	  of	  all	  analyzed	  genes	  in	  three	  data	  sets.	  
The	  color	  scheme	  is	  the	  same	  is	  in	  A),	  with	  light	  grey	  indica.ng	  genes	  without	  a	  TE	  
diﬀerence.	  For	  BY	  /	  RM,	  signiﬁcance	  was	  determined	  using	  a	  Bonferroni-­‐corrected	  
pvalue	  of	  <	  0.05.	  Scer:	  Saccharomyces	  cerevisiae.	  Spar:	  Saccharomyces	  paradoxus.	  The	  
interspecies	  data	  were	  analyzed	  from	  published	  datasets	  ([35]	  and	  [34])	  
C)	  As	  in	  B),	  but	  showing	  the	  frac.on	  of	  genes	  with	  a	  certain	  rela.onship	  among	  genes	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•  “most	  genes	  with	  signiﬁcant	  diﬀerences	  in	  mRNA	  levels	  had	  footprint	  diﬀerences	  in	  the	  same	  
direc.on”	  
•  “most	  of	  these	  eﬀects	  subtly	  modulate	  rather	  than	  override	  mRNA	  diﬀerences.	  Gene.c	  
variants	  that	  induce	  strong,	  speciﬁc	  eﬀects	  on	  transla.on	  appear	  to	  be	  infrequent	  in	  BY	  and	  
RM.”	  
•  “most	  genes	  do	  not	  carry	  cis-­‐ac.ng	  variants	  that	  have	  large,	  speciﬁc	  inﬂuences	  on	  
transla.on.”	  
•  “the	  rela.ve	  contribu.on	  of	  cis-­‐	  vs.	  trans-­‐ac.ng	  variants	  on	  footprint	  levels	  was	  similar	  to	  
that	  on	  mRNA	  levels.”	  
•  “Our	  ribosome	  proﬁling	  data	  provides	  li<le	  evidence	  that	  gene.c	  eﬀects	  on	  transla.on	  might	  
be	  responsible	  for	  these	  discrepancies.”	  
•  “our	  results	  here	  suggest	  that	  they	  are	  more	  likely	  caused	  by	  gene.c	  inﬂuences	  on	  protein	  
degrada.on	  rather	  than	  on	  transla.on.”	  
•  “genes	  with	  strain	  diﬀerences	  in	  TE	  between	  BY	  and	  RM	  tend	  to	  more	  onen	  have	  footprint	  
diﬀerences	  larger	  than	  the	  corresponding	  mRNA	  diﬀerences”	  
•  “We	  are	  thus	  hesitant	  to	  draw	  strong	  conclusions	  about	  the	  rela.ve	  importance	  of	  
opposing	  /	  buﬀering	  or	  reinforcing	  /	  increasing	  eﬀects	  of	  transla.on	  within	  and	  between	  
yeast	  species”	  
•  “However,	  the	  results	  serve	  as	  a	  reminder	  to	  exercise	  cau.on	  when	  interpre.ng	  the	  







Methods	  -­‐	  Details	  
Cycloheximide	  resistance	  
•  BY	  and	  RM	  diﬀer	  in	  cycloheximide	  resistance	  at	  a	  dose	  
several	  orders	  of	  magnitude	  lower	  than	  those	  used	  in	  the	  
ribosome	  proﬁling	  protocol.	  
•  Q:	  Equally	  sensi6ve	  to	  the	  high	  cycloheximide	  dose	  used	  
here	  to	  block	  transla.on?	  
•  A:	  	  
1)  Grow	  them	  at	  30°C	  in	  triplicates	  in	  liquid	  yeast	  nitrogen	  
base	  (YNB)	  medium	  with	  a	  range	  of	  cycloheximide	  
concentra.ons	  centered	  on	  the	  dose	  used	  in	  the	  
ribosome	  proﬁling	  protocol.	  	  
2)  Growth	  was	  normal	  in	  nega.ve	  controls	  without	  
cycloheximide,	  no	  growth	  within	  24	  hours	  in	  any	  of	  the	  
cycloheximide	  doses	  tested.	  
Ribosome	  proﬁling	  and	  sequencing	  
•  Ingolia	  NT,	  Ghaemmaghami	  S,	  Newman	  JRS,	  Weissman	  JS	  
(2009)	  Genome-­‐Wide	  Analysis	  in	  Vivo	  of	  Transla.on	  with	  
Nucleo.de	  Resolu.on	  Using	  Ribosome	  Proﬁling.	  Science	  (New	  
York,	  NY)	  324:	  218–223.	  doi:10.1126/science.1168978	  
•  excep.ons:	  
1)  cells	  were	  cultured	  in	  YNB	  
2)  the	  reverse-­‐transcrip.on	  was	  primed	  by	  liga.ng	  miRNA	  
Cloning	  Linker	  1	  (IDT)	  onto	  the	  RNA	  fragments	  
3)  highly	  abundant	  rRNA	  species	  were	  hybridized	  to	  
bio.nylated	  oligos	  and	  subtracted	  using	  streptavidin-­‐coated	  
DynaBeads	  (Invitrogen)	  
•  Illumina	  HiSeq	  2000	  pla{orm	  
SNP	  set	  for	  allele	  speciﬁc	  quan.ﬁca.on	  
•  used	  BWA	  to	  align	  (>	  50X)	  94	  bp	  PE	  WGS	  data	  from	  BY	  &	  RM	  to	  
sacCer3,	  remove	  PCR	  duplicates	  
•  used	  Samtools	  to	  extract	  a	  preliminary	  set	  of	  SNPs	  with	  an	  
alterna.ve	  allele	  (AA)	  frequency	  of	  1.	  (43,154)	  
•  retained	  only	  biallelic	  SNPs	  where	  RM	  carries	  an	  AA	  and	  BY	  carries	  
the	  genome	  reference	  allele.	  
•  Restrict	  to	  SNPs	  where	  short	  reads	  can	  be	  aligned	  to	  unique	  
posi.ons	  in	  both	  reference	  genomes	  
•  For	  each	  SNP,	  extracted	  30	  bp	  up-­‐	  and	  downstream	  sequence	  from	  
sacCer3,	  from	  both	  +	  &	  -­‐	  strand.	  The	  SNP	  allele	  itself	  was	  set	  to	  the	  
RM	  allele.	  The	  resul.ng	  61	  bp	  sequences	  were	  aligned	  to	  the	  RM	  
reference.	  
•  removed	  SNPs	  whose	  ﬂanking	  sequences	  mapped	  to	  more	  than	  
one	  posi.on	  in	  the	  RM	  genome	  and	  SNPs	  where	  mul.ple	  SNPs	  
mapped	  to	  the	  same	  posi.on	  in	  the	  RM	  genome	  (38,706)	  
SNP	  set	  for	  allele	  speciﬁc	  quan.ﬁca.on	  cont.	  
•  remove	  SNPs	  with	  alignment	  biases	  	  
•  trimmed	  the	  hybrid	  DNA	  reads	  to	  30	  bp	  single	  end,	  aligned	  them	  to	  
BY	  &	  RM	  reference	  
•  counted	  the	  number	  of	  reads	  that	  overlapped	  the	  BY	  or	  RM	  
reference	  alleles	  at	  each	  SNP	  
•  a	  popula.on	  of	  SNPs	  with	  hybrid	  DNA	  allelic	  ra.o	  centered	  at	  ~1/3,	  
i.e.	  a	  2:1	  bias	  towards	  the	  RM	  genome.	  sequencing	  coverage	  in	  RM	  
parent	  was	  twice	  as	  high	  as	  that	  in	  BY	  parent.	  	  
•  situated	  at	  chromosome	  ends	  and	  likely	  reﬂect	  segmental	  
duplica.ons	  of	  distal	  regions	  in	  the	  RM	  strain	  compared	  to	  the	  BY	  
reference	  genome.	  
•  excluded	  any	  regions	  with	  evidence	  for	  segmental	  duplica.ons	  in	  
the	  RM	  but	  not	  the	  BY	  parent	  
•  retained	  only	  the	  23,412	  SNPs	  in	  ORFs	  
	  
Read	  processing	  and	  alignments	  
•  the	  reference	  yeast	  genome	  is	  based	  on	  a	  strain	  with	  
the	  BY	  background	  -­‐>	  read	  (32bp)	  alignments	  from	  an	  
RM	  sample	  more	  diﬃcult	  
•  uses	  “personalized”	  genome	  references	  for	  the	  BY	  and	  
the	  RM	  strain	  to	  allow	  unbiased	  read	  mapping.	  
•  Removed	  adapter,	  removed	  the	  ﬁrst	  	  
•  Reads	  from	  the	  BY	  strain	  were	  mapped	  to	  the	  BY	  
reference	  genome	  (version	  sacCer3)	  
•  Reads	  from	  the	  RM	  strain	  were	  mapped	  to	  a	  modiﬁed	  
version	  of	  the	  BY	  reference	  (43,154	  SNPs	  RM	  allele)	  
Read	  processing	  and	  alignments	  cont.	  
•  ASE	  analyses,	  only	  interested	  in	  reads	  that	  span	  a	  
SNP	  between	  the	  BY	  and	  RM.	  
•  short	  reads	  produced	  in	  ribosome	  proﬁling	  are	  
heavily	  biased	  against	  mapping	  RM	  reads	  to	  the	  
BY	  reference	  
•  mapped	  all	  reads	  to	  both	  BY	  &	  RM	  reference	  
•  considered	  only	  reads	  mapped	  to	  one	  of	  these	  
two	  reference	  uniquely	  and	  without	  mismatch	  
•  counted	  the	  number	  of	  reads	  that	  mapped	  to	  the	  
correct	  strand	  of	  the	  BY	  or	  the	  RM	  genome.	  
Quan.ﬁca.on	  of	  mRNA	  and	  footprint	  abundance	  
•  Use	  htseq-­‐count	  to	  determine	  the	  genomic	  source	  of	  
reads	  in	  the	  libraries	  (ORFs,	  UTRs,	  ncRNAs,	  etc.)	  and	  for	  
the	  comparison	  between	  the	  parent	  strains	  
•  ASE	  analysis,	  added	  the	  allele	  counts	  for	  all	  SNPs	  in	  a	  
gene	  
•  For	  the	  hybrid,	  we	  summed	  the	  counts	  from	  the	  two	  
replicates	  
•  all	  sta.s.cal	  analyses	  were	  performed	  directly	  on	  
count	  data	  	  
•  Transla.on	  eﬃciency	  (TE)	  for	  a	  gene	  =	  	  
log10(mRNA	  frac.on)	  -­‐	  log10(footprint	  frac.on)	  
Sta.s.cal	  analyses	  
•  Correla.ons	  were	  calculated	  as	  nonparametric	  
Spearman’s	  rank	  correla.ons	  to	  avoid	  making	  
assump.ons	  about	  the	  distribu.ons	  of	  the	  data.	  
•  two	  diﬀerent	  count-­‐based	  approaches	  to	  gauge	  
sta.s.cal	  signiﬁcance:	  
1)  binomial	  tests	  (main	  text,	  more	  conserva.ve)	  
2)  DESeq	  analysis	  framework	  (Supplementary	  Note	  S2)	  
•  the	  parental	  footprint	  libraries	  had	  30%	  -­‐	  70%	  more	  
reads	  than	  the	  parental	  mRNA	  libraries	  -­‐>	  removed	  
these	  diﬀerences	  in	  total	  read	  counts	  by	  
downsampling	  
Sta.s.cal	  analyses	  -­‐	  test	  for	  diﬀeren.al	  TE	  
•  test	  if	  the	  ra.o	  of	  footprint	  and	  mRNA	  counts	  diﬀered	  between	  strains.	  
•  DESeq:	  models	  the	  counts	  using	  a	  nega.ve	  binomial	  distribu.on	  	  
•  asks	  if,	  for	  a	  given	  gene,	  the	  observed	  mean	  diﬀerence	  between	  strains	  
>	  expected	  given	  the	  variance	  for	  a	  gene	  of	  the	  given	  abundance	  
•  DESeq	  takes	  into	  account	  the	  fact	  that	  more	  highly	  expressed	  genes	  
have	  higher	  counts	  and	  higher	  power	  than	  less	  abundant	  genes.	  
Comparison	  of	  mRNA	  and	  footprint	  diﬀerences	  to	  pQTL	  eﬀects	  
•  many	  proteins	  is	  inﬂuenced	  by	  mul.ple	  loci	  that	  
segregate	  between	  the	  BY	  and	  the	  RM	  isolates	  -­‐	  
Albert	  et	  al.	  
•  overlap	  for	  114	  proteins	  when	  considering	  only	  
genes	  that	  can	  be	  analyzed	  in	  the	  hybrid	  
•  rough	  expecta.on	  for	  the	  aggregate	  eﬀect	  that	  
the	  mul.ple	  pQTL	  -­‐>	  added	  their	  eﬀects	  
•  used	  the	  observed	  diﬀerence	  in	  allele	  frequency	  
at	  the	  pQTL	  loca.on	  as	  a	  measure	  of	  eﬀect	  size.	  
DESeq	  
•  DESeq:	  models	  the	  counts	  using	  a	  nega.ve	  
binomial	  distribu.on	  	  
•  asks	  if,	  for	  a	  given	  gene,	  the	  observed	  mean	  
diﬀerence	  between	  strains	  >	  expected	  given	  
the	  variance	  for	  a	  gene	  of	  the	  given	  
abundance	  
•  DESeq	  takes	  into	  account	  the	  fact	  that	  more	  
highly	  expressed	  genes	  have	  higher	  counts	  
and	  higher	  power	  than	  less	  abundant	  genes.	  

